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inhibitor. Subsequent  treatment  lines depend on presence of mutations  that are associated with 









required  to  reliably  establish  the  presence  of  these  aberrations, which  is  challenging  because 






protein  expression of ALK, ROS1, RET,  and NTRK1. A  successful  analysis  is dependent on  the 




insertions  and  deletions  (INDELs),  three  MET  exon  14  skipping  events,  and  13  fusion  gene 
transcripts were detected at the RNA level, giving a test accuracy of 100%. In summary, this lung‐














are  targeted  DNA  sequencing  for  single  nucleotide  variants  (SNVs)  and  small  insertions  and 




using a  combination of different  tests  to  reliably  screen  for  the presence of all  types of  clinically 







In  this study, we design a  lung‐cancer‐specific  targeted all‐in‐one  transcriptome‐based assay 
based on single primed enrichment technology (SPET) to simultaneously identify mutations, gene 
fusions, and exon skipping events. The assay covers all the gene loci that are currently relevant for 
selecting optimal  targeted  therapy  in advanced stage NSCLC patients and does not  require prior 
knowledge about the fusion gene partners. We tested the effectiveness of our comprehensive assay 
in samples with known aberrations, either based on the literature (i.e., cell lines) or on our routine 


































Gene  Amino Acid Change  MD Test or Reference  Tool  Mutant Reads  Total Reads  VAFc  Status 
Variants Known at DNA Level   
P35  PE  81  AKT1  p.E17K  NGS  IGV  81  292  28%  confirmed 
P13  PE  89  ALK  p.G1269A  NGS  IGV  44  240  18%  confirmed 
P13  PE  89  ALK  p.I1171N  NGS  IGV and Pipeline  331  336  99%  confirmed 
P07  FFPE  65  ALK  p.L1196M  NGS  IGV  1  3  33%  not confirmed 
P35  PE  81  BRAF  p.V600E  NGS  IGV and Pipeline  31  60  52%  confirmed 
P25  FFPE  71  BRAF  p.V600E  NGS  IGV and Pipeline  33  46  72%  confirmed 
H1650  cell line  nd  EGFR  p.E746_A750del  NGS  IGV and Pipeline  46  76  61%  confirmed 
H1975  cell line  nd  EGFR  p.T790M  NGS  IGV and Pipeline  347  425  82%  confirmed 
H1975  cell line  nd  EGFR  p.L858R  NGS  IGV and Pipeline  564  684  82%  confirmed 
H820  cell line  99  EGFR  p.E746_A750del  NGS  IGV and Pipeline  80  606  13%  confirmed 
H820  cell line  99  EGFR  p.T790M  NGS  IGV and Pipeline  127  660  19%  confirmed 
P04_S2  PE  88  EGFR  p.L858R  NGS  IGV and Pipeline  4661  4931  95%  confirmed 
P05  PE  17  EGFR  p.E746_A750del  22  IGV  0  0    not confirmed 
P04_S1  FFPE  26  EGFR  p.L858R  19,22  IGV and Pipeline  69  72  96%  confirmed 
P06  FFPE  37  EGFR  p.L747_P753delinsS  22  IGV and Pipeline  8  17  47%  confirmed 
P06  FFPE  37  EGFR  p.T790M  19,22  IGV  0  15  0%  not confirmed 
P15  FFPE  40  EGFR  p.E746_A750del  NGS  IGV and Pipeline  51  76  67%  confirmed 
P15  FFPE  40  EGFR  p.T790M  NGS  IGV and Pipeline  22  88  25%  confirmed 
P17  FFPE  57  EGFR  p.E746_A750del  NGS  IGV and Pipeline  128  182  70%  confirmed 
P17  FFPE  57  EGFR  p.T790M  NGS  IGV and Pipeline  62  127  49%  confirmed 
P22  FFPE  69  EGFR  p.E746_A750del  19,22  IGV  13  38  34%  confirmed 
P26  FFPE  nd  EGFR  p.L858R  NGS  IGV  0  6  0%  not confirmed 
A549  cell line  nd  KRAS  p.G12S  18  IGV and Pipeline  512  513  100%  confirmed 
HCT116  cell line  nd  KRAS  p.G13D  24  IGV and Pipeline  223  456  49%  confirmed 
KOPN‐8  cell line  99  KRAS  p.G12D  29  IGV and Pipeline  99  177  56%  confirmed 
P01  PE  90  KRAS  p.G12D  NGS  IGV and Pipeline  14  111  13%  confirmed 
P03  FFPE  nd  KRAS  p.G12A  NGS  IGV and Pipeline  8  8  100%  confirmed 
P23  FFPE  44  KRAS  p.G12C  NGS  IGV  0  1    not confirmed 
P28  FFPE  38  KRAS  p.G12A  NGS  IGV and Pipeline  8  22  36%  confirmed 
P31  FFPE  66  KRAS  p.Q61H  NGS  IGV and Pipeline  60  123  49%  confirmed 
P39  FFPE  65  KRAS  p.G12D  NGS  IGV and Pipeline  8  12  67%  confirmed 
P40  FFPE  68  KRAS  p.G12F  NGS  IGV  0  1    not confirmed 
P32  FFPE  32  KRAS  p.G12D  NGS  IGV  0  2    not confirmed 
H596  cell line  nd  MET  Exon skipping mut.  27  IGV  1116  1196b  93%  confirmed 
Hs746T  cell line  97  MET  Exon skipping mut.  30  IGV  8744  8774b  100%  confirmed 
P21  FFPE  34  MET  Exon skipping mut.  NGS  IGV  50  56b  89%  confirmed 
H1299  cell line  nd  NRAS  p.Q61K  20  IGV and Pipeline  1107  2549  43%  confirmed 
H596  cell line  nd  PIK3CA  p.E545K  28  IGV and Pipeline  156  330  47%  confirmed 
HCT116  cell line  nd  PIK3CA  p.H1047R  25  IGV and Pipeline  69  115  60%  confirmed 
P02  FFPE  51  PIK3CA  p.H1047L  NGS  IGV and Pipeline  12  31  39%  confirmed 
P26  FFPE  nd  PIK3CA  p.E542K  NGS  IGV  0  0    not confirmed 
P37  PE  21  ROS1  p.D2033N  NGS  IGV and Pipeline  3  3  100%  confirmed 
Overview of Additional Variants that were Not Reported by MD   
P03  FFPE  nd  EGFR  p.V834L  NGS; FISH  Pipeline  9  64  14%  na 
P34_S1  FFPE  76  KRAS  p.L56fs  NGS; FISH  Pipeline  7  33  21%  na 
P39  FFPE  65  NRAS  p.G15fs  NGS; FISH  Pipeline  5  22  23%  na 


















































in  the molecular diagnostic  reports  because  they  are,  as yet, not  relevant  in making  therapeutic 
decisions. The fourth mutation was an EGFR p.V834L mutation observed in an FFPE sample (P03), 





We  identified  fusion  transcripts  for 13 of  the 18  fusions  reported by diagnostic  tests  (clinical 
samples)  or  literature  (cell  lines)  using  two  fusion  detection  pipelines. No  additional  chimeric 
transcripts were identified. During visual inspection of the aligned reads in IGV, we observed partly 
unaligned  reads  for  three  additional  samples.  BLAST  of  the  unaligned  sequences  indicated  the 




ALK  fusion  transcripts  correspond  to  previously  published  fusion  transcripts:  seven  Echinoderm 
Microtubule Associated Protein  Like  4  (EML4)_E6‐ALK_E20,  one Dynactin  Subunit  1  (DCTN1)_E26‐
ALK_E20,  and  one  Kinesin  Family Member  5B  (KIF5B)_E24‐ALK_E20.  For  P36, we  observed  an 
uncommon breakpoint  region  located  in  intron 18 of  the ALK gene  that  resulted  in an EML4_E6‐
ALK_E18 fusion transcript. In P42, a novel ALK fusion transcript, Myosin Phosphatase Rho Interacting 
Protein  (MPRIP)_E21‐ALK_E20, was  identified. The  five non‐EML4_ALK  fusions were defined as 


















H2228  cell line  nd  ALK  nd  nd  EML4_E6‐ALK_E20  104, 59  41, 107  84  confirmed 
P07  FFPE  65  ALK  +  +          not confirmed 
P08  FFPE  67  ALK  +  +  KIF5B_E24‐ALK_E20  5, 9      confirmed 
P13  PE  89  ALK  +  nd  EML4_E6‐ALK_E20  83, 238  58, 185  170  confirmed 
P14  PE  86  ALK  +  nd  DCTN1_E26‐ALK_E20  76, 21  20, 41  51  confirmed 
P18  Frozen  86  ALK  +  +  EML4_E6‐ALK_E20  230, 143  74, 290  789  confirmed 
P33  FFPE  58  ALK  +  +  EML4_E6‐ALK_E20  6, 4      confirmed 
P34_S1  Frozen  82  ALK  +  +  EML4_E6‐ALK_E20  62, 41  44, 156  77  confirmed 
P34_S1  FFPE  76  ALK  +  +  EML4_E6‐ALK_E20  7, 3  2, 3  2  confirmed 
P34_S2  FFPE  70  ALK  +  +  EML4_E6‐ALK_E20  38, 17  10, 3  2  confirmed 
P36  PE  93  ALK  +  +  EML4_E6‐ALK_E18  49, 105  35, 156  86  confirmed 
P42  PE  53  ALK  +  +  MPRIP_E21‐ALK_E20  8, 20  5, 26  27  confirmed 
KM12  cell line  94  NTRK1  nd  nd  TPM3_E7‐NTRK1_E9  188, 87  41, 153  340  confirmed 
P08  FFPE  67  RET  nd  +          true negative 
P11  FFPE  81  RET  nd  +  KIF5B_E15‐RET_E12  2, 3      confirmed 
P37  PE  21  ROS1  nd  +  CD74_E6‐ROS1_E34  0, 3  2, 3  1  confirmed 
P38  FFPE  55  ROS1  nd  +  EZR_E10‐ROS1_E34  11, 2  4, 3    confirmed 




















partner  of  the nine ALK‐positive patients  (Table  S4).  Five patients with  the  canonical EML4_E6‐
ALK_E20 fusion transcripts were treated with crizotinib and had PFS of 6, 8, 9, 14, and 15 months. 



























significant  (Table  S8). As FFPE  is  the  standard material  type  in  a  routine diagnostic  setting, we 
decided  to  reanalyze  the  sensitivity  of  our  assay  using  a  threshold  of  50  K  unique  reads  in 
combination with a DV200 threshold of 30 as quality criteria. In addition to the good quality samples, 


















The  currently  used  tests  to  select  therapy  for  advanced‐stage  NSCLC  patients  include 
sequencing‐based  methods  to  detect  mutations  in  hotspot  regions,  FISH  techniques  to  detect 











setting, a new  tissue  sample would have been  requested  for all eight  cases. The main  reason  for 
potential  dropout  in  a  routine  setting  will  be  related  to  the  availability  of  sufficient  tissue  in 
combination with tumor cell content and RNA quality. The use of freshly prepared FFPE blocks in 









For  fusion genes, both  the  juxtaposed exons of  the  target gene as well as  the specific  fusion 
partners were identified. In addition to the common fusion products, we found several uncommon 
fusion  partners.  The  MPRIP_E21‐ALK_E20  fusion  product  has  only  been  reported  once  in  a 
conference abstract [19]. A second uncommon fusion transcript involving ALK had a break in intron 
18 of the ALK gene, and the resulting EML4_E6‐ALK_E18 fusion transcript has only been reported 
once  [20].  Detailed  knowledge  of  the  fusion  partner  and/or  breakpoints  could  have  clinical 




















limited  tissue volume. Previously, a SPET‐based method has been shown  to successfully  identify 
fusion  transcripts  [14].  In  current molecular  diagnostic  settings,  a  few methods  are  available  to 
simultaneously  identify  SNVs,  INDELs,  exon  skipping,  and  gene  fusions.  A  bait‐based  library 
enrichment method  used  to  detect  SNVs,  INDELs,  translocations,  inversions,  and  copy  number 
variations (CNVs) in FFPE‐derived DNA confirmed the presence of all 34 known aberrations [22]. In 
addition,  they  identified ALK  fusions,  including  the  fusion partner  in six out of seven ALK  IHC‐
positive cases. In another study, 100% concordance was found between 10 paired FFPE and frozen 
biopsy  cases  [16]. Nowadays,  a  few  commercial  platforms  use  RNA  to  detect  gene  fusions.  A 
comparison between  their performances has very  recently been published  [23]. Several platforms 
combine the RNA‐based part with a DNA‐based procedure to enable the detection of SNVs and small 
indels. Our assay competes with currently available commercial panels, which have a much larger 
number of  target genes. The  large  commercial panels  require higher  total numbers of  reads per 
sample, which effect the number of samples that can be pooled in one sequence run, and thus increase 
the per‐sample costs. Moreover, our assay can easily be adapted when the number of therapy‐guiding 
mutations  increases. An additional advantage of our assay  is  that  it not only efficiently  identifies 














We  included seven  lung‐cancer‐derived cell  lines  (A549, H1299, H1650, H1975, H2228, H596, 
H820),  four  cell  lines  derived  from  other  cancer  types  (KM12, HCT116, Hs746T, KOPN‐8) with 
specific genomic aberrations relevant for lung cancer [24–36], and 40 tissue samples of patients with 
known genomic aberrations  identified between 2011 and 2017  (Figure 1, Table S1) and  five FFPE 




(FBS)  and  5%  penicillin/streptomycin,  following  standard  culturing  protocols.  The  origin  of  the 





skipping,  and  18  fusion  genes  (Figure  1).  Five  lung  tumor  tissue  samples  without  molecular 
aberrations, according to the routine molecular tests, were included as nonmutated NSCLC cases. All 
patient samples were obtained  from  the UMCG pathology biobank and were anonymized for the 
investigators. The  study protocol  is consistent with  the Research Code of  the University Medical 
Centre  Groningen  (https://www.umcg.nl/SiteCollectionDocuments/English/Researchcode/umcg‐
research‐code‐2018‐en.pdf,  accessed  22‐01‐2020)  and  national  ethical  and  professional  guidelines 
(“Code  of  conduct;  Dutch  federation  of  biomedical  scientific  societies”, 
htttp://www.federa.org/codes‐conduct, accessed 01‐06‐2019). 
4.2. RNA Isolation 
RNA  from  cell  lines  and PE  samples was  isolated using  the GeneJET RNA Purification Kit 
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), and RNA from frozen tissue samples was isolated 




















FISH  in  the molecular  diagnostics,  i.e., ALK,  ROS1,  RET,  and NTRK1,  and  the most  frequently 








Over  the course of  this study, we developed  three versions of our design. Minor changes  in 
landing probe regions were subsequently made to optimize coverage of the hotspot regions, whereas 
the target regions remained the same. Furthermore, the highly expressed housekeeping genes added 










Target  enrichment  (NuGEN),  following  the  recommendations  of  the  manufacturer.  Library 



















build  GRCh37, with  decoys  from  the GATK  bundle  [38,39].  Picard  Tools was  used  for  format 







the workflow management  software. The data were  filtered  for quality metrics  similar  to GATK 
recommendations, using  custom  filters  for population  frequency and variant  effect. Synonymous 












fusion  transcripts  in ALK, RET,  and ROS1. A  total  amount  of  100–200  ng RNA was  hybridized 
overnight following the manufacturer’s protocol. The next day, samples were loaded on streptavidin‐
coated cartridges and analyzed on an nCounter® SPRINT Profiler (NanoString technologies). The raw 
barcode  counts were  background‐adjusted with  a  truncated  Poisson  correction  using  negative‐
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and  3′‐GTCTTTGTGTTCCCGGACATAGT‐5′  with  a  HEX‐labelled  wild‐type  probe  3′‐
ATGAGCTGCGTGATGAG‐5′ and a FAM‐labelled mutant probe 3‐ATGAGCTGCATGATGAG‐5′. 
For EGFR L858R, the forward and reverse primers were 3′‐GCAGCATGTCAAGATCACAGATT‐5′ 
and  3′‐CATCCACTTGATAGGCACTTTGC‐5′  with  a  HEX‐labelled  wild‐type  probe  3′‐
AGTTTGGCCAGCCCAA‐5′ and a FAM‐labelled mutant probe 3′‐AGTTTGGCCCGCCCAA‐5′. For 











one  transcriptome  test,  linear  regression  analysis was performed using  SPSS  (version  23.0,  IBM, 

















Supplementary Materials:  The  following  are  available  online  at  www.mdpi.com/2072‐6694/12/10/2843/s1, 
Figure S1: IGV screenshot of EGFR exon 19 with some correctly aligned reads with additional soft‐clipping reads 
as a result of exon 19 deletion  in P22, Figure S2: Schematic presentation of  the  final cDNA  fragments of  the 
sequence libraries, Table S1: QC data of our all‐in‐one transcriptome‐based NGS assay, Table S2: Overview of 
RNA‐based ddPCR results, Table S3: Overview of NanoString results on samples with expected fusions, Table 
S4:  Progression  free  survival  of ALK  positive  patients,  Table  S5: Overview  of  variant  calling  for  samples 
sequenced with low and normal library input, Table S6: Overview of variant calling for samples with normal 
and  low RNA  input, Table S7: Overview of variant  calling  results  in  relation  to QC data, Table  S8: Linear 
Regression  analysis  to  identify  variables  associated with percentage  of  unique  reads, Table  S9: Number  of 
landing probes per gene in the three designs, File S1: landingprobes. 
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targeted next‐generation sequencing with conventional sequencing  for predicting  the responsiveness  to 









Yoshida,  T.;  Iwasa,  T.;  et  al.  Clinical  application  of  amplicon‐based  next‐generation  sequencing  to 
therapeutic decision making in lung cancer. Ann. Oncol. 2015, 26, 2477–2482. 








Greaves, W.O.; Medeiros, L.J.; Aldape, K.D.;  et  al. Clinical  validation  of  a next‐generation  sequencing 
screen for mutational hotspots in 46 cancer‐related genes. J. Mol. Diagn. 2013, 15, 607–622. 
16. Guseva, N.V.; Jaber, O.; Stence, A.A.; Sompallae, K.; Bashir, A.; Sompallae, R.; Bossler, A.D.; Jensen, C.S.; 
Ma, D. Simultaneous detection of  single‐nucleotide variant, deletion/insertion,  and  fusion  in  lung  and 
thyroid carcinoma using cytology specimen and an RNA‐based next‐generation sequencing assay. Cancer 
Cytopathol. 2018, 126, 158–169. 
17. Robinson,  J.T.;  Thorvaldsdóttir, H.; Winckler, W.;  Guttman, M.;  Lander,  E.S.;  Getz,  G.; Mesirov,  J.P. 
Integrative Genomics Viewer. Nat. Biotechnol. 2011, 29, 24–26. 
18. Rosenbaum,  J.N.; Bloom, R.; Forys,  J.T.; Hiken,  J.; Armstrong,  J.R.; Branson,  J.; McNulty, S.; Velu, P.D.; 
Pepin, K.; Abel, H.; et al. Genomic heterogeneity of ALK fusion breakpoints in non‐small‐cell lung cancer. 
Modern Pathol. 2018, 31, 791. 
19. Shah, N.; Teso, K.; Zilli, K.; Menon, S. Novel  fusion protein ALK‐MPRIP  exhibits ALK  activation  and 
sensitivity to crizotinib. J. Thorac. Oncol. 2015, 10, S691–S692. 























Global survey of phosphotyrosine  signaling  identifies oncogenic kinases  in  lung cancer. Cell 2007, 131, 
1190–1203. 
28. Das, A.K.; Sato, M.; Story, M.D.; Peyton, M.; Graves, R.; Redpath, S.; Girard, L.; Gazdar, A.F.; Shay, J.W.; 
Minna,  J.D.; et al. Non–small cell  lung cancers with kinase domain mutations  in  the epidermal growth 
factor receptor are sensitive to ionizing radiation. Cancer Res. 2006, 66, 9601–9608. 
29. Drilon,  A.;  Nagasubramanian,  R.;  Blake,  J.F.;  Ku,  N.;  Tuch,  B.B.;  Ebata,  K.;  Smith,  S.;  Lauriault,  V.; 








































43. Byelas,  H.;  Kanterakis,  A.;  Swertz,  M.A.  Towards  a  Molgenis‐based  computational  framework.  In: 














48. Eisenhauer, E.A.; Therasse, P.; Bogaerts,  J.; Schwartz, L.H.; Sargent, D.; Ford, R.; Dancey,  J.; Arbuck, S.; 
Gwyther,  S.; Mooney, M.;  et  al. New  response  evaluation  criteria  in  solid  tumours:  Revised  RECIST 
guideline (version 1.1). Eur. J. Cancer 2009, 45, 228–247. 
 
© 2020 by the authors. Licensee MDPI, Basel, Switzerland. This article is an open access 
article distributed under the terms and conditions of the Creative Commons Attribution 
(CC BY) license (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/). 
 
